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               論   文   の   要   旨 
 
フォークヘッド型転写因子 FOXO は、糖代謝、酸化ストレス耐性などの生体反応において重要な
役割を担っている。線虫やマウスなどのモデル生物において、DAF-16/FOXOは寿命制御、発生、がん
抑制などに関与することが示されているが、それらの根底にある分子メカニズムは未解明である。 
  多くの細胞は、紫外線などの複製ストレスに対して、損傷乗り越え DNA複製（Translesion DNA 
synthesis: TLS）やチェックポイント応答機構により、ゲノムの安定性を保っており、これらは複製ス
トレス応答と総称される。複製因子クランプローダーの一つ CTF18は、PCNAローダーと姉妹染色分
体の接着因子としての機能に加え、酵母や in vitroの解析により、CTF18が上述の複製ストレス応答を
活性化することが報告されている。DNA 損傷応答の中でも高度に複雑化された複製ストレス応答は、
ゲノム安定性の維持に必須であるとともに、その破綻は早期老化や発達異常、高発がん性と関連するこ
とが示唆されている。以前、著者の研究室は、FOXO1をノックダウンした哺乳類培養細胞は特に DNA
合成期（S期）に顕著な紫外線感受性を示すことを見出した。そこで著者は、老化や発生などの生命現
象における FOXO1 の分子メカニズムとして複製ストレス応答に着目し、DAF-16/FOXO と TLS の関
連の検証および複製ストレス応答における CTF18の制御機構の解析を行った。 
  S 期に紫外線を照射した Polηと FOXO1 の両ノックダウン細胞において、複製ストレス応答の指
標である CHK1 Ser345 のリン酸化レベルを検出した結果、リン酸化レベルの顕著な亢進が見られた。
転写因子である FOXO1 は TLS 関連因子の転写を調節し、TLS に関与すると予想されたが、FOXO1
の発現抑制は関連因子の発現量に影響を与えず、一方で、FOXO1 は DNA 損傷応答因子の足場となる
１本鎖 DNA結合タンパク質の RPAと結合した。線虫を用いた in vivoの解析により、幼虫期の daf-16
変異体は polη変異体と同様に UV照射後、成長遅延を呈することが明らかとなった。さらに、トラン
スジェニックレスキュー線虫の解析により、この幼虫期のUV耐性における DAF-16の機能は、転写活
性化能非依存的である一方で、RPAとの結合を必要とすることが示唆された。 
  CTF18 の制御機構解明のため、DNA 代謝のプラットホームとして働く RPA 複合体との相互作用
を検討した。その結果、CTF18が RPA複合体と物理的に相互作用することを見出した。さらに、近傍
の二分子間相互作用を検出する in situ Proximity ligation assay (in situ PLA)により、複製ストレスに
よって RPA-CTF18のクロマチンでの相互作用が誘導されることを明らかにした。 
 
審   査   の   要   旨 
 
FOXO/DAF-16は種を越えて老化、発生、がん抑制などの生理的現象に関与することが示されてい
るが、その分子メカニズムは未だ明らかとなっていない。早老症、発達異常、腫瘍形成などを特徴とす
るいくつかの遺伝病の原因遺伝子は、複製ストレス応答に関連する因子であることが報告されている。
著者は、複製ストレス応答と FOXO の生理的機能の相関に着目し、両者の関連と複製ストレス応答因
子 CTF18の制御機構を解析した。 
  哺乳類培養細胞を用いた解析により、FOXO1 が複製ストレス応答のうち損傷乗り越え DNA 複製
（TLS）に関与することが示唆された。また線虫を用いた遺伝学的な解析により、DAF-16は、TLSに
関与することで紫外線照射後の幼虫期の発達に貢献していることが明らかとなった。これらの
FOXO1/DAF-16の機能には自身の転写活性化能を必要とせず、DNA代謝の足場タンパク質であるRPA
との結合が必要で有り、FOXOの新たな機能を示した興味深い知見である。また、in situ PLAにより、
CTF18 と RPA の相互作用が複製ストレス後、クロマチンで誘導されることを見出した。この研究は、
CTF18の制御機構の糸口を提案するのみならず、複製ストレスに応答した RPAの機能の重要性に改め
て焦点を当てている。 
  今日まで、FOXOの標的遺伝子の網羅的探索など転写に関する解析は数多くなされてきたが、それ
らの研究は FOXOの生理的機能の全貌を説明するまでに至っていない。FOXO-RPA間相互作用の機能
について更なる解析が必要とされるが、本研究は、複製ストレス応答におけるRPAと協調したFOXO の
新機能を示唆しており、それが FOXOの多様な生理機能の一部を担っている可能性を期待させる。 
平成 28年 1月 18日、学位論文審査委員会において、審査委員全員の出席のもとに論文の審査及び
最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、
審査委員全員によって合格と判定された。 
  よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有する者として認める。 
